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Abstract 
 
The hepatitis C virus (HCV) is one of the human virus to higher polymorphism, divided 
into 7 genotypes and over 60 subtypes and quasispecies typically diversified in every 
single infected individual. The response to antiviral therapy with interferon and ribavirin 
(IFN / RBV), treatment of choice until three years ago, is influenced by both genetics of 
the host (different SNPs that influence the efficacy and tolerability of the treatment) both 
the intrinsic characteristics virus (varies by genotype, changes in the nucleotide sequence 
in the regions of the core and the protein NS5A). Recently the treatment of hepatitis C has 
been a considerable improvement based on the use of drugs to direct action (DAA) that act 
on specific viral proteins (NS3 protease, polymerase NS5B, protein NS5A replication 
complex). The treatments in combination with DAA have been very successful with high 
eradication rates in clinical trials and are opening a new era towards the leave of IFN 
therapy and the optimal activity against multiple genotypes. However, it remains to be 
investigated more fully the role of the natural variability of the virus in the regions coding 
for the target of therapy. This determine the organization of the systems of molecular 
monitoring of viral variants in subjects undergoing therapy with DAA, both in terms of 
natural variability both as regards the possible occurrence of resistant strains. The work 
presented in this thesis concerns the role of the viral variability and the host under 
treatment with IFN / RBV is the distribution of polymorphisms natural resistance to 
modern DAA. 
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Premessa 
Il virus dell’epatite C (HCV) è uno dei virus umani a più elevato polimorfismo, distinto in 
7 genotipi e oltre 60 sottotipi e tipicamente diversificato in quasispecie in ogni singolo 
individuo infetto. La risposta alla terapia antivirale con interferone e ribavirina (IFN/RBV), 
trattamento di elezione fino a tre anni fa, è influenzata sia dalla genetica dell’ospite (vari 
SNP che condizionano l’efficacia e la tollerabilità del trattamento) che da caratteristiche 
intrinseche del virus (variazioni in base al genotipo, variazioni nella sequenza nucleotidica 
nelle regioni del core e della proteina NS5A). Recentemente il trattamento dell’epatite C ha 
subito un notevole miglioramento basato sull’utilizzo di farmaci ad azione diretta (DAA) 
che agiscono su specifiche proteine virali (proteasi NS3, polimerasi NS5B, proteina NS5A 
del complesso di replicazione). I trattamenti con DAA in combinazione hanno dato ottimi 
risultati con elevati tassi di eradicazione negli studi clinici e stanno aprendo una nuova era 
verso l’abbandono della terapia con IFN e l’attività ottimale nei confronti di più genotipi 
diversi. Resta tuttavia da indagare più estesamente il ruolo della variabilità naturale del 
virus nelle regioni che codificano per i target di terapia. Ciò implica l’organizzazione dei 
sistemi di monitoraggio molecolare delle varianti virali nei soggetti sottoposti a terapia con 
DAA, sia in termini di variabilità naturale sia per quanto riguarda la possibile insorgenza di 
ceppi resistenti. Il lavoro presentato in questa tesi riguarda sia il ruolo della variabilità 
virale e dell’ospite nell’ambito del trattamento con IFN/RBV sia la distribuzione dei 
polimorfismi naturali di resistenza ai moderni DAA. 
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Abbreviazioni 
 BCV Boceprevir 
cDNA Acido desossiribonucleico complementare 
CLDN-1 Claudina-1 
DAA Antivirali ad azione diretta 
eRVR Risposta virologica molto rapida 
EVR Risposta virologica anticipata 
GAG Glicosaminoglicani 
HBV Virus dell’epatite B 
HCV Virus dell’epatice C 
HIV-1 Virus dell’immunodeficienza umana 
IFN Interferone 
IL28B Interleuchina 28 B 
IRES Sito interno di entrata del ribosoma 
KDa Chilo dalton 
LDL Lipoproteine a bassa densità 
LDLR Recettore delle lipoproteine a bassa densità 
mRNA Acido ribonucleico messaggero  
NANBH Epatite non A e non B 
NR Non risposta 
nt Nucleotidi 
OCLN Occludina 
ORF Cornice di lettura aperta, dna codificante 
PCR Reazione a catena della polimerasi 
PegIFN/RBV Interferone peghilato più ribavirina  
RBV Ribavirina 
RNA Acido ribonucleico 
RVR Risposta virologica rapida 
SVR Sostenuta risposta virologica 
TLV Telaprevir 
UTR Regione non tradotta 
VLDL Lipoproteine a densità molto bassa 
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1 Introduzione 
1.1 Epidemiologia  
Il virus dell’epatite C (HCV) è l’agente eziologico dell’epatite di tipo C, un’infezione 
frequentemente cronica in grado di danneggiare progressivamente il parenchima epatico 
fino a portare a cirrosi epatica o rappresentare un innesco per la comparsa di un carcinoma 
epatico primitivo. L’epatite C ha un impatto socio economico molto importante, basti 
pensare che ogni anno a livello mondiale si hanno 3-4 milioni di nuove infezioni, e che 
circa il 3% della popolazione mondiale, circa 170 milioni di persone, è cronicamente 
infetta con alto rischio di sviluppare cirrosi epatica e/o un epatocarcinoma (WHO 2012). 
Ogni anno circa 350 mila persone  muoiono per complicanze epatiche relative a HCV.  
I tassi di prevalenza mostrano la presenza di 14 milioni di persone cronicamente infette in 
America, 17.5 milioni in Europa, 28 milioni in Africa e 83 milioni in Asia. L’epatite 
cronica C è responsabile per la maggior parte dei casi di malattie epatiche croniche, dove i 
pazienti allo stadio terminale richiedono più frequentemente trapianto di fegato. (Ansaldi 
2014) (Figura 1). 
    
 
 
Bisogna tuttavia sottolineare che tali dati potrebbero rappresentare una sottostima del reale 
quadro epidemiologico in quanto chi contrae l’infezione può non manifestare per molti 
anni alcun segno della malattia  (Vogel 2009, Gower 2014, Hajarizadeh 2013).  
 
Fig. 1 Diffusione dell’epatite C. (WHO-Guide: Hepatitis C) 
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1.2 Trasmissione 
La principale via di trasmissione è l’esposizione parenterale, per questo motivo i gruppi 
maggiormente a rischio di contagio sono i tossicodipendenti che fanno uso di droghe per 
via endovenosa. 
Altre possibili vie di contagio sono: 
- Interventi diagnostici invasivi e di chirurgia con l’impiego di device non opportunamente 
sterilizzati 
- esposizione occupazionale 
- trasfusioni di sangue 
- trapianto d’organo 
- rischio per esposizione sessuale 
- piercing, tatoo 
Altri fattori di rischio possono essere la trasmissione verticale madre-figlio che è stimata 
intorno al 5% (Ohto 1994). 
Le manifestazioni cliniche dell’infezione di HCV differiscono tra acuta e cronica. 
L’infezione acuta è spesso asintomatica (Vogel 2009) e progredisce nell’80% dei casi in 
epatite C cronica. Nel 20-30% dei pazienti cronicamente infetti l’epatite C evolve in cirrosi 
epatica dopo circa 20-30 anni.  
1.3  Infezione Acuta  
L'episodio acuto clinicamente evidente può essere caratterizzato dalla comparsa di ittero, 
dolore al fianco destro, sensazione di malessere e stanchezza oltre ad un importante 
aumento delle transaminasi. I sintomi si possono presentare prevalentemente dopo due o 
tre mesi dall'infezione, in corrispondenza del picco delle transaminasi e della comparsa di 
HCV-RNA che può essere rilevato nel plasma attraverso amplificazione del genoma virale 
a partire da alcuni giorni fino a 8 settimane dopo aver contratto l’infezione (Hoofnagle 
1997). Le analisi biochimiche mostrano un aumento dei livelli di aminotransferasi (ALT, 
AST) 6-12 settimane dopo l'esposizione (range 1-26 settimane) (Hajaridaded 2014). 
L’aumento delle aminotransferasi varia considerevolmente per ogni individuo, ma tende ad 
essere più di 10-30 volte il limite superiore del valore normale (800 U/L). Gli anticorpi 
anti-HCV possono essere individuati per la prima volta circa 8 settimane dopo 
l'esposizione, anche se in alcuni pazienti potrebbero essere necessari diversi mesi prima 
che possano essere rilevati dai test ELISA. 
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Dopo l'episodio acuto in circa il 5-10% dei pazienti si verifica la guarigione con la 
scomparsa di HCV-RNA e la normalizzazione delle transaminasi. In altri casi dopo 
un’apparente remissione che dura alcuni giorni o alcune settimane si osserva di nuovo un 
aumento delle transaminasi.  Il criterio fondamentale per considerare il soggetto guarito è 
la persistente negativizzazione di HCV-RNA per almeno 6 mesi. Nei soggetti guariti la 
presenza di anticorpi anti-HCV può persistere per anni o anche per sempre (Figura 2). 
L’epatite fulminante dovuta all’infezione acuta da HCV è molto rara, ma più frequente in 
pazienti co-infetti con epatite B cronica (Chu 1999). 
                     
Fig.2 Decorso sierologico di epatite C acuta con guarigione (Hoofnagle 1997)  
1.4 Infezione Cronica  
Il problema principale legato all’infezione da HCV è rappresentato però dall’alta frequenza 
con la quale il virus cronicizza. Circa l’80% delle persone infettate da HCV sviluppa 
un’epatite cronica che, nel 20-40% dei casi può portare a cirrosi epatica e nel 4% ad 
epatocarcinoma, tanto che attualmente tale patologia rappresenta la maggior causa di 
trapianto di fegato (Lauer 2001). Inoltre, il rischio di cronicità dell’infezione sembra essere 
correlato anche con le differenze etniche tra le popolazioni (Gitto 2009). 
Il lasso di tempo che intercorre fra l’insorgenza dell’infezione cronica e la cirrosi è 
altamente variabile e può arrivare a raggiungere anche i 20 anni dopo l’infezione. Alcuni 
fattori, quali il l’età, il genere, l’etnia, la dieta, l’alcool, il background genetico e la grande 
capacità del virus di mutare ed eludere le difese immunitarie dell’ospite, la co-infezione 
con il virus dell’immunodeficienza umano di tipo 1 (HIV-1) o con il virus dell’epatite B 
(HBV) possono accelerare il processo cirrotico e promuovere la fibrosi epatica (Gitto 
2009). L’epatocarcinoma può insorgere solo raramente anche in assenza di cirrosi.  
La progressione della malattia da HCV è più rapida nei pazienti co-infetti da HIV. Il danno 
epatico è maggiore e la progressione più rapida nei pazienti con infezioni doppia 
HBV/HCV (Lauer 2001). Tuttavia è stato osservato che una risposta specifica delle cellule 
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T CD4, alti titoli anticorpali contro le proteine strutturali anti HCV e la presenza di 
polimorfismi del gene dell’interleuchina 28 (IL28) (Thomas 2009, Rauch 2010) hanno un 
ruolo importante nel limitare l’evoluzione clinica dell’infezione. E’ stato inoltre osservato 
che la risposta dei linfociti T citotossici sembra essere inefficiente a frenare la diffusione di 
HCV e che meccanismi aspecifici di difesa, come alcune citochine pro-infiammatorie sono 
responsabili di danni epatici estesi (Lauer 2001). Pertanto, un periodo prolungato di 
ambiente epatico infiammato, piuttosto che la replicazione virale attiva all'interno degli 
epatociti, sono considerate condizioni in grado di promuovere la trasformazione maligna 
(Cacoub 2000).  
La maggior parte dei pazienti con HCV cronico riportano sintomi non specifici, finché la 
cirrosi non è presente (Merican 1993, Lauer 2001). I segni più frequenti sono stanchezza, 
nausea, debolezza, mialgia, artralgia, e perdita di peso. Inoltre, circa il 30-40% dei pazienti 
con epatite C cronica sviluppa manifestazioni extra-epatiche (Cacoub 2000). 
Vi è un'ampia varietà di manifestazioni extra epatiche (Cacoub 2000): 
- Manifestazioni ematologiche (crioglobulinemia mista essenziale, linfoma) 
- Malattie autoimmuni (tiroidite, presenza di vari autoanticorpi) 
- Malattia renale (glomerulonefrite membranoproliferativa) 
- Malattia dermatologica (porfiria cutanea tarda, lichen planus) 
- Diabete mellito 
 
1.5 Progressione dell’infezione  
Sono necessari follow-up a lungo termine per caratterizzare l’evoluzione della patologia. 
La possibilità di sviluppare la cirrosi entro i 20 anni è stimata intorno al 10-20% (Poynard 
1997, Sangiovanni 2006). Si stima che circa il 30% degli infetti non andrà incontro a 
cirrosi per almeno 50 anni (Poynard 1997). 
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Fig. 3 Evoluzione dell’infezione di HCV. (Hoofnagle 1997)  
 
2 Il virus dell’epatite C 
2.1 Evoluzione Storica 
L’esistenza di un virus dell’epatite non identificato è stata proposta quando clinici ed 
epidemiologi si sono accorti, dopo la caratterizzazione del virus dell’epatite B (HBV) negli 
anni ’70, che solo il 25% delle epatiti associate a trasfusioni erano correlate ad HBV. Il 
restante 75% delle epatiti associate a trasfusione, dipendevano dalle epatiti definite quindi 
non-A e non-B (NANBH). Solo nel 1978 è stato possibile trasmettere agli scimpanzè 
l’agente eziologico dell’epatite NANBH, con la chiara dimostrazione che queste infezioni 
erano causate da un agente trasmissibile (Alter 1978). L’identificazione dell’agente 
eziologico dell’epatite non-A non-B ed il suo successivo clonaggio arrivarono solo nel 
1989 (Choo 1989). Choo e collaboratori costruirono una libreria di DNA complementare 
(cDNA) partendo dal plasma di uno scimpanzé infettato e mediante “screening” di questa 
libreria con il siero di un paziente con NANBH isolarono un clone di cDNA derivato da 
una molecola di RNA di circa mille nucleotidi. Nel giro di un anno fu sequenziato l’intero 
genoma virale e l’agente responsabile dell’NANBH fu denominato virus dell’epatite C 
(HCV). Tenendo conto dell’affinità strutturale e molecolare di HCV con i virus della 
famiglia dei Flaviviridae, il “nuovo” virus fu classificato in un genere a parte, Hepacivirus, 
all’interno di questa famiglia (Alter  1999). 
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2.2 Tassonomia e Genotipi 
HCV è un membro della famiglia dei Flaviviridae. In seguito alle analisi di sequenza e alla 
comparazione filogenetica è stato necessario creare un raggruppamento diverso tra i generi 
pre-esistenti Flavivirus e Pestivirus, inserendo HCV nel nuovo gerere Hepacivirus (Choo 
1991). Inoltre, la RNA-polimerasi soggetta a errori di trascrizione e l’elevata portata di 
replicazione virale sono responsabili dell’alto tasso mutazionale e della grande diversità 
genetica che si riscontra in ogni singolo paziente. Infatti, il grado di diversificazione virale 
di HCV aumenta in modo significativo nel tempo, con il conseguente sviluppo di 
quasispecie (Bukh 1995). È dimostrato che l’eterogeneità di HCV è correlata con una 
distribuzione geografica che raggruppa i ceppi di HCV, secondo il comitato internazionale 
per la tassonomia virale (ICTV), in 7 gruppi genetici distinti (genotipi). Questi 7 genotipi 
sono equidistanti e contengono ciascuno un numero variabile di sottotipi più strettamente 
correlati sia dal punto di vista genetico che epidemiologico (Smith 2014). I diversi genotipi 
differiscono, a livello nucleotidico, tra loro per il 31-33%, mentre le differenze tra i 
sottotipi dello stesso genotipo sono intorno al 20-25% (Figura 4). Nonostante questa 
grande eterogeneità, tutti i genotipi di HCV condividono una grande parte di RNA 
codificante (ORF) e sequenze parziali come il core/E1 o proteine non strutturali come 
NS5B vengono usati per classificare quei ceppi di HCV riconosciuti (Simmonds 1994). Le 
regioni più conservate del genoma di HCV sono la 5’-UTR, una regione non tradotta, e le 
99 basi terminali della 3’-UTR. La regione più variabile è la porzione ipervariabile del 
gene E2.  
I principali genotipi 1, 2, 4 e 5 sono presenti soprattutto nell’area africana Sub-sahariana, 
invece i genotipi meno comuni, 3 e 6, caratterizzati da un’estrema diversità, si riscontrano 
soprattutto nella zona del Sud Est asiatico. Le varianti più comunemente riscontrate nei 
paesi occidentali sono i sottotipi 1a e 1b per il genotipo 1, i sottotipi 2a, 2b, 2c per il 
genotipo 2 e vari sottotipi del genotipo 3. La determinazione del genotipo di HCV, oltre 
agli aspetti di monitoraggio ed epidemiologici, svolge un ruolo importante per la 
determinazione della terapia anti-HCV più efficace. I genotipi 2 e 3 sono sensibili alle 
terapie standard Interferone Peghilato più Ribavirina al contrario del genotipo 1. (Manns 
2001, Fried 2002). Il genotipo conserva un ruolo di primaria importanza anche per la 
sensibilità nei confronti dei DAA, come testimoniato dalle attuali linee guida di 
trattamento (vedi oltre). 
 
14 
 
 
 
Fig.4 Prevalenza e distribuzione globale dei genotipi di HCV.(Messina 2015) 
 
2.3 Organizzazione Genomica 
Il genoma di HCV è formato da una molecola di RNA a singolo filamento con polarità 
positiva della lunghezza di 9.600 nucleotidi, contenuto in un capside proteico circondato da 
un rivestimento lipidico. Il genoma codifica per un’unica molecola proteica di circa 3000 
aminoacidi. La poliproteina, che viene poi tagliata, durante e dopo la sintesi proteica, dalle 
proteasi virali e cellulari, contiene: 
- una regione al 5’ non tradotta (5’NTR) di 340 nucleotidi (nt), che contiene il sito di 
legame per i ribosomi (IRES); 
- una regione centrale codificante (ORF; “Open Reading Frame”), di 9024 o 9111 
nucleotidi a seconda del genotipo; 
- una regione al 3’ non tradotta (3’NTR) (Bartenschlager 2001).(Figura 5). 
La regione non tradotta al 5’ è necessaria per la replicazione e per la traduzione dell’RNA 
virale (Friebe 2001, Wang 1993). Per la replicazione sono sufficienti i 125 nt terminali 
della sequenza, ma l’efficienza aumenta se la 5’ NTR è completa. La traduzione dipende 
dall’IRES interno alla regione (40-340 nt), che permette il legame diretto dei ribosomi in 
prossimità del codone d’inizio della regione centrale codificante. I primi 40 nt non sono 
necessari per la funzione dell’IRES. L’IRES lega in modo specifico la subunità 40s del 
ribosoma e richiede diversi fattori cellulari per iniziare la traduzione (eIF2 e eIF3) e 
formare il complesso ribosomale 48s (Hong 2004). Una predizione al computer della 
struttura dell’IRES rivela 4 distinti domini. Il primo e il quarto dominio non dovrebbero 
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essere essenziali per la funzione, il terzo dominio sarebbe quello centrale ed il secondo ne 
aumenterebbe l’efficienza. La regione non tradotta al 3’ è invece necessaria unicamente 
per la replicazione. E’ costituita da una sequenza tripartita divisa in: 
- una regione variabile di 40 nt; 
- un poli (U/UC) di lunghezza variabile; 
- una regione altamente conservata di 98 nt (Friebe 2002,  Bartenschlager 2002). 
 
 
 
 
 
Fig. 5 Organizzazione genomica di HCV (Bartenschlager 2013) 
 
2.4 Struttura virale  
Analisi strutturali di virioni HCV sono limitate poiché il virus è difficile da coltivare in 
sistemi di colture cellulari. Inoltre l’associazione delle particelle virali alle lipoproteine a 
bassa densità (VLDL o LDL) (Thomssen del 1992) rende difficile l’isolamento dal 
siero/plasma mediante centrifugazione. Probabilmente l'associazione del virus alle 
lipoproteine è dovuta al fatto che HCV entra negli epatociti tramite il recettore LDL 
(Nahmias 2006). Inoltre, l'associazione con LDL e/o VLDL protegge il virus da anticorpi 
specifici contro l’ HCV.  
La colorazione negativa e le analisi microscopiche cryoelectron (cryoEM) hanno 
dimostrato che HCV ha un involucro sferico contenente tetrameri (o dimeri di eterodimeri) 
e glicoproteine E1 ed E2 (Figura. 6). All'interno dei virioni una struttura sferica 
rappresenta il nucleocapside (core) che ospita il genoma virale (Yu 2007).  
Lo sviluppo di repliconi HCV nella linea cellulare di epatoma umano Huh7 ha migliorato 
la possibilità di studiare la replicazione virale (Ikeda 2002). Inoltre, utilizzando sistemi 
ricombinanti, è stato possibile tenere in coltura particelle infettive di HCV (Wakita 2005).  
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2.5 Geni e Proteine 
La regione centrale del genoma virale codifica per una singola poliproteina di circa 3000 
aminoacidi (aa) che viene successivamente maturata dalle proteasi cellulari e virali in un 
minimo di dieci prodotti, alcuni dei quali possono subire modificazioni a livello 
traduzionale o post-traduzionale (Bartenschlager R. e Lohmann V. 2000). E’ stato 
osservato che tramite lo slittamento della cornice di lettura durante la traduzione è 
possibile il rilascio di un undicesimo peptide di 17 KDa chiamato F (Xu 2001). La sua 
sequenza codificante si sovrapporrebbe a quella della proteina core. L’inizio di traduzione 
della nuova proteina dovrebbe essere all’interno di uno dei primi codoni della sequenza di 
core. Lo slittamento della cornice di lettura è probabilmente causato da una sequenza ricca 
in adenine (A). Sebbene la proteina F sia stata identificata all’interno del genotipo 1a di 
HCV, si ritiene che la sua espressione non sia limitata a tale genotipo, ma che la sua 
lunghezza possa essere invece specifica del genotipo stesso. La funzione di questa proteina 
non è chiara ma non risulta essenziale per la replicazione.  
La porzione amino-terminale della poliproteina codifica per le proteine strutturali del virus: 
core, E1 e E2, che costituiscono la particella virale, e che vengono processate dalle 
peptidasi cellulari (Hijikata 1991). Viene inizialmente prodotta la proteina core immatura 
che comprende nella porzione finale la proteina E1. Il successivo clivaggio della sequenza 
genera la proteina core matura (McLauchlan 2002). Le proteine non strutturali saranno 
processate dalle serin-proteasi virali (NS2-NS3 e NS3). (Bartenschlager 1993) (Figura 6). 
 
 
Fig. 6 Proteine di HCV  (Bartenschlager 2013) 
 
Core: Il capside virale è formato dal core, un dimero alfa-elica che si comporta come una 
membrana proteica. Il core può essere suddiviso in due domini: il dominio idrofilico N-
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terminale (D1) e quello idrofobico C-terminale (D2). Il primo dominio comprende 
numerosi aminoacidi carichi positivamente ed è presente anche nei generi Pestivirus e 
Flavivirus. Il dominio D2, assente in Pestivirus e Flavivirus, è necessario per il corretto 
impacchettamento del D1, è quindi caratteristico della membrana del core di HCV. La 
proteina core di HCV è una proteina multifunzionale che isolatamente o in cooperazione 
con altre proteine virali interagisce con le proteine cellulari modulando l’espressione dei 
geni che regolano la crescita, il differenziamento, l’apoptosi cellulare e il metabolismo 
lipidico. 
E1 and E2: Le glicoproteine E1 e E2 sono proteine transmembrana formate da un dominio 
N-terminale estrinseco e un dominio C-terminale transmembrana, che nella forma matura 
si assemblano in un eterodimero. Il dominio più esterno di queste due proteine è la regione 
ipervariabile che è responsabile del processo di ingresso del virus nella cellula ospite e può 
avere da 6 a 11 siti di glicosilazione. La regione ipervariabile è costituita dai primi 27 
aminoacidi della E2 ed è imputata dei meccanismi di evasione immunitaria del virus. 
P7: Il polipeptide p7 localizzato nella giunzione tra le proteine strutturali e non strutturali 
della poliproteina di HCV ha la funzione di formare un canale ionico sul reticolo 
endoplasmatico ed è essenziale per la formazione dei virioni infettivi. 
NS2: Questa proteina (21 kd) insieme con la porzione N-terminale di NS3 forma la 
cisteina proteasi NS2-NS3 che induce il clivaggio autocatalitico del precursore poliproteico 
alla giunzione tra NS2 e NS3 (Grakoui 1993b, Santolini 1995). L'N-terminale della NS2 
funzionale deriva dalla scissione della giunzione p7-NS2 dalla serin-proteasi cellulare 
(SP). Inoltre, dopo la scissione da NS3, il dominio proteasico di NS2 sembra giocare un 
ruolo essenziale nella fase iniziale della morfogenesi del virione (Jones 2007). 
NS3: La proteina non strutturale NS3 (70 kd) è tagliata dal suo dominio N-terminale dalla 
proteasi NS3-NS2. L’N-terminale della proteina NS3 ha attività serin-proteasica. Tuttavia, 
al fine di sviluppare la sua piena attività, il dominio proteasico NS3 richiede una porzione 
di NS4A (Tomei 1996). NS3 insieme con il suo cofattore è responsabile della scissione tra 
i rimanenti siti di taglio del precursore poliproteico. La porzione C-terminale di NS3 ha 
attività ATPasi/elicasi e catalizza il legame al e lo svolgimento del genoma virale durante 
la replicazione (Jin 1995, Kim 1995). 
NS4A: E’ un cofattore della serin-proteasi NS3 (Tanji 1995). E’ coinvolto 
nell’individuazione degli NS3 nel reticolo endoplasmatico, aumenta la stabilità e l'attività 
di NS3 (Wolk 2000). 
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NS4B: E’ una proteina di membrana di 27 kd localizzata nel reticolo endoplasmatico. 
Sebbene la funzione di NS4B non sia ben conosciuta, alcuni studi dimostrano che induce la 
formazione di un complesso trans-membrana che fa da base per la replicazione del RNA 
virale (Egger 2002). 
NS5A: E’ una fosfoproteina di membrana (56 kd), che svolge diverse funzioni nella 
replicazione virale. Questa proteina viene fosforilata da diverse protein-chinasi, ciò 
suggerisce un ruolo cruciale ma non ancora caratterizzato nel ciclo replicativo di HCV. 
Sono state definite due regioni di NS5A coinvolte nella risposta delle terapie basate su INF 
(Enomoto 1996), conosciute come regione determinante la sensibilità all’IFN-a (ISDR) e 
regione determinante la resistenza a IFN/RBV (IRRDR). Alcuni studi mostrano che 
mutazioni su queste regioni sono associate a miglioramenti nella risposta alle terapie basate 
sull’IFN (El-Shamy 2014) 
NS5B: La proteina non strutturale NS5B è stata altamente caratterizzata come RNA-
polimerasi RNA-dipendente (RdRp) (Behrens 1996). Il dominio idrofobico al C-terminale 
è legato alle membrane del reticolo endoplasmatico mentre i siti attivi della polimerasi 
sono localizzati nel citoplasma (Schmidt-Mende 2001). Usando l’RNA genomico di HCV 
come stampo, NS5B promuove la sintesi di un filamento di RNA negativo che servirà 
come intermedio per la sintesi del filamento positivo di RNA. Come per altre polimerasi 
RNA dipendenti, NS5B è un enzima che genera errori inserendo ribonucleotidi errati con 
un tasso approssimativo di errore di 10
-3 
nucleotidi per ogni filamento generato. A 
differenza delle polimerasi cellulari, alla NS5B virale manca un meccanismo di correzione 
per la rimozione dei ribonucleotidi errati. La polimerasi virale e l’alto tasso di replicazione 
generano la grande variabilità virale che si riscontra non solo tra diversi pazienti ma anche 
nello stesso paziente (distribuzione di quasispecie virali). 
 
2.6 Ciclo vitale 
HCV è in grado di replicare principalmente in cellule epatiche ma la replicazione virale 
può avvenire anche in cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC), seppure con 
minore efficienza (Cribier 1995, Fournier 1998). 
Non avendo avuto a disposizione fino a pochi anni fa un efficiente modello in vitro per lo 
studio della replicazione virale e non essendo disponibile un modello animale facilmente 
gestibile per lo studio in vivo, le attuali conoscenze dei meccanismi molecolari della 
replicazione di HCV si basano principalmente su sistemi cellulari di replicazione in vitro 
che solo recentemente hanno permesso di riconoscere con esattezza i fattori che 
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intervengono nel ciclo vitale di HCV. Inoltre, hanno facilitato lo sviluppo dei farmaci ad 
azione diretta attraverso un modello di colture cellulari totalmente permissivo (Lohmann 
2013).  
Lo schema delle diverse fasi dell’infezione è il seguente (Bartenschlager-Lohmann 2000): 
1) adesione e penetrazione della particella virale all’interno della cellula ospite, seguita dal 
rilascio del genoma virale nel citoplasma; 
2) traduzione della molecola di RNA virale a polarità positiva e maturazione della 
poliproteina tradotta; 
3) formazione del complesso replicativo associato alle membrane intracellulari; 
4) produzione di una nuova progenie virale di RNA a polarità positiva attraverso un 
intermedio a polarità negativa; 
5) impacchettamento dei nuovi genomi in nuove particelle virali; 
6) rilascio della progenie virale (Figura 7). 
 
 
 
 
 
2.7 Adesione ed ingresso di HCV nella cellula ospite 
Diverse interazioni tra fattori dell’ospite e fattori virali sono necessari per l’infezione negli 
epatociti. 
L’ingresso del virus all’interno della cellula ospite avviene mediante tre step: attacco del 
virus agli epatociti, endocitosi mediata dai recettori cellulari e fusione dell’endosoma. 
L’interazione tra una proteina esposta sulla particella virale (Agnello 1999) e il recettore 
localizzato sulle proteine a bassa densità (LDLR) avviene mediante la simultanea 
interazione di E1 ed E2 con i glicosaminoglicani cellulari (GAG) (Germi 2002). È stata 
Fig. 7 Ciclo replicativo di HCV (Bartenschlager 2013) 
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inoltre descritta l’interazione di HCV con altri recettori cellulari come SRBI, un recettore 
“scavenger” di classe B tipo I, appartenente alla superfamiglia CD36 (Scarselli 2002). 
Diversi studi hanno identificato anche CD81 come recettore per il virus dell’epatite C, 
dimostrando una sua stretta interazione proprio con E2 (Pileri 1998). CD81 (TAPA-1) è un 
membro della famiglia delle tetraspanine, proteine che attraversano quattro volte la 
membrana, è costituito da due domini extra-cellulari (EC) chiamati EC1 ed EC2. E’ 
espresso sulla superficie di diverse cellule ed è coinvolto in molti processi biologici, quali 
l’adesione, la morfologia, l’attivazione, la proliferazione ed il differenziamento delle 
cellule B, T e di altri tipi cellulari. 
Scoperte più recenti indicano che altre due molecole recettoriali sono indispensabili per 
l’ingresso di HCV, la Claudina-1 (CLDN1) e la Occludina (OCLN) (Evans 2007, Ploss 
2009). Tuttavia il meccanismo di captazione e ingresso del virus all’interno degli epatociti 
non è ancora del tutto chiaro è necessita di ulteriori studi di approfondimento. 
L’ingresso di HCV nella cellula avviene con un meccanismo di endocitosi clatrina 
dipendente (Hsu 2003). 
La fusione tra envelope virale e membrana endosomica avviene tramite l’interazione delle 
glicoproteine E1 e E2 (Meertens 2006) dando inizio alla traduzione e alla replicazione del 
genoma nel citoplasma.  
2.8 Traduzione e maturazione della poliproteina 
Una volta all’interno della cellula ospite il genoma virale viene direttamente tradotto, dal 
momento che HCV è costituito da un filamento di RNA a polarità positiva che può 
funzionare come RNA messaggero (mRNA) (Bartenschlager - Lohmann  2000). 
Poiché il genoma virale non possiede un “cap” (guanina metilata) la traduzione non segue 
un meccanismo cap-dipendente ma è mediata da una sequenza interna che permette 
l’ingresso nei ribosomi (IRES). La sequenza IRES consente il legame diretto dei ribosomi 
in prossimità del codone di inizio della regione codificante. Questa sequenza si trova 
all’inizio dell’RNA virale fra i nucleotidi 40 e 355 e si ritiene che formi quattro domini 
strutturali importanti per la sua funzione (Wang 1993, Friebe 2001).  
La maturazione della poliproteina avviene a livello del reticolo endoplasmatico ad opera 
delle proteasi cellulari che tagliano il dominio N-terminale della proteina immatura 
generando le proteine core, E1, E2 e p7. Mentre una “signal peptide peptidase” taglia E1 
dal C-terminale del core, generando la proteina core matura (McLauchlan 2002), mediante 
l’attività delle 2 proteasi virali vengono rilasciate anche le altre proteine non strutturali, 
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quali NS4B, NS5A ed NS5B (Moradpour 2007). 
Alcuni studi dimostrano che l’assemblaggio e la maturazione avvengono nel reticolo 
endoplasmatico e dipendono dalle proteine transfer microsomali e dalla apolipoproteina B, 
proprio come la formazione delle lipoproteine a bassa densità (VLDL) (Andrè 2005). 
2.9 Replicazione   
La replicazione del genoma virale avviene nel citoplasma e procede attraverso un 
intermedio a RNA a polarità negativa che funziona come stampo per produrre nuove 
molecole di RNA a polarità positiva. 
L’RNA a polarità positiva può poi funzionare come mRNA ed essere tradotto dando vita 
ad altre proteine virali, può venir usato come substrato per la polimerasi virale ed essere 
replicato o, nella fase tardiva dell’infezione, quando si è raggiunto un numero sufficiente di 
proteine strutturali, essere incapsidato in nuove particelle virali e rilasciato (Bartenschlager 
2000). 
2.10 Produzione e rilascio dei nuovi virioni 
Con il proseguire della replicazione vengono prodotte un numero elevato di copie di RNA 
virale e dalla traduzione di queste anche una quantità sufficiente di proteine per poter 
formare i nuovi virioni, ma si conosce ancora poco riguardo l’assemblaggio e il rilascio dei 
virioni (Andrè 2005). 
Le proteine strutturali E1, E2 e core vanno a localizzarsi in differenti punti nella cellula 
ospite, l’assemblaggio delle particelle virali è infatti regolato dalla localizzazione 
coordinata delle differenti proteine strutturali. La proteina core forma multimeri la cui 
forma matura ha una regione N-terminale che lega RNA e non permette la formazione di 
virioni vuoti (Shimoike 1999). Infatti la proteina core all’interno delle gocce lipidiche 
interagisce con NS5A portando l’RNA nei siti di assemblaggio virale. Sono necessarie 
altre interazioni tra p7-NS2 e NS3-4A per il reclutamento della proteina core dalle gocce 
lipidiche nei siti di assemblaggio dei virioni.  
 
22 
 
3 Terapia dell’ infezione da HCV 
3.1 La terapia prima dei farmaci ad azione diretta 
La terapia antivirale per la cura dell’infezione da epatite C ha come obiettivo 
l’eliminazione del virus testimoniata dalla non rilevabilità di HCV RNA per 24 settimane 
successive alla fine del trattamento. Il successo del trattamento è pertanto definito SVR 
(sustained virological response). Pazienti che 4 settimane dopo l’inizio del trattamento non 
hanno HCV RNA rilevabile, situazione definita RVR (rapid virological response), hanno 
un’elevata probabilità di raggiungere la SVR. La eRVR (extended rapid virological 
response) definisce la non rilevabilità continuativa della viremia plasmatica per il periodo 
tra le 4 e le 12 settimane dall’inizio del trattamento. La discesa della carica virale di 
almeno 2 log dopo 12 settimane è definita EVR (early virological response). Tra i pazienti 
che non rispondono al trattamento (non responder) sono inclusi i pazienti che rispondono 
in modo parziale (“partial responders”), i “relapser” che alla fine del trattamento hanno 
HCV RNA non rilevabile ma che nei sei mesi successivi alla fine del trattamento mostrano 
nuovamente viremia rilevabile e i pazienti che mostrano una risalita (breakthrough) di 
HCV RNA durante la terapia (Backus 2011). 
 
 
Prima della registrazione dei DAA, la terapia anti-HCV è stata a lungo basata sull’impiego 
di IFN alfa e Ribavirina. Nell’epoca pre-DAA, IFN alfa è stato utilizzato dapprima da solo, 
poi in combinazione con RBV, secondo vari schemi posologici, e infine potenziato 
mediante peghilazione. Questo approccio ha consentito il raggiungimento della SVR in una 
quota crescente di pazienti, da <10% degli studi iniziali fino a circa il 50-60% della più 
Fig. 8 Differenti scenari di trattamento con terapia antivirale in epatite cronica da HCV 
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recente formulazione, con una differenza marcata di risposta sulla base del genotipo di 
HCV (tasso di successo crescente con genotipo 1, 4, 2-3).  
 
 
 
Gli IFNa sono una famiglia di citochine che comprende 25 specie diverse per sequenza 
aminoacidica e glicosilazione, le quali influenzano la crescita e la differenziazione 
cellulare, modulano la risposta immunitaria e inibiscono direttamente la replicazione di 
vari virus, compreso HCV (Grace 2001) considerando la breve emivita degli IFNa dopo la 
somministrazione parenterale e la necessità di mantenere costantemente elevata l’attività 
antivirale a livello cellulare nell’infezione da HCV per meglio contrastare la rapida cinetica 
della replicazione virale, sono state sviluppate le formulazioni dell’IFN con glicole 
polietilenico (peg-IFN), ottenendo composti che presentano più lento assorbimento ma 
soprattutto minor degradazione enzimatica e rallentata clearance. 
La Ribavirina è un analogo nucleotidico, ha scarsa attività antivirale su HCV se utilizzata 
in monoterapia. In combinazione con IFN alfa determina un incremento significativo della 
risposta a lungo termine rispetto alla monoterapia con solo Interferone attraverso 
meccanismi di sinergismo che potrebbero consistere prevalentemente in effetti di 
immunomodulazione piuttosto che antivirali diretti. La Ribavirina è stata quindi a lungo 
Fig. 9 Evoluzione della terapia antivirale 
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impiegata solo in combinazione con IFN alfa. Tuttavia, l’opportunità di eliminare la terapia 
con IFN dallo scenario del trattamento anti-HCV con l’avvento dei DAA ha creato lo 
spunto per valutare l’effetto della Ribavirina senza IFN in associazione con i nuovi farmaci 
(vedi oltre). 
 
3.2 Farmaci ad azione diretta (DAA)  
Nel 2011 sono stati approvati i primi farmaci ad azione diretta (DAA) per i pazienti con 
infezione da HCV di genotipo 1. Si è trattato dei primi due inibitori di proteasi NS3, 
boceprevir e telaprevir, grazie ai quali il tasso di SVR per il genotipo più difficile da 
trattare è passato dal 45% al 70-75% (Barritt 2012, Poordad 2011). L’estrema facilità con 
cui questi farmaci selezionano varianti virali resistenti ha reso obbligatorio il loro uso in 
associazione con IFN e RBV (“triplice terapia”), strategia che si è dimostrata efficace nel 
ridurre questa problematica, andando tuttavia ad accrescere il carico di tossicità già di per 
se elevato con la combinazione di IFN e RBV. I fallimenti di terapia con boceprevir o 
telaprevir comportano frequentemente le selezione di varianti cross-resistenti con 
impossibilità di uso dell’altro inibitore in seconda linea. Boceprevir e telaprevir hanno 
rappresentato una svolta epocale nel trattamento dell’infezione da HCV, tuttavia la parziale 
efficacia, la possibilità di uso con il solo genotipo 1, unitamente alla notevole tossicità e 
alla complessità della posologia ne hanno impedito una larga utilizzazione. La classe degli 
inibitori di proteasi ha avuto successivamente e continua ad avere una forte evoluzione, 
concretizzatasi recentemente nella registrazione di altre molecole dotate di maggiore 
attività e minore tossicità (vedi sotto). Contestualmente sono state sviluppate altre classi di 
farmaci, portando allo scenario attuale nel quale è possibile trattare con elevatissime 
percentuali di successo l’infezione da HCV sostenuta da sottotipi diversi mediante 
combinazioni di DAA senza l’uso di IFN e RBV.  
I DAA approvati hanno tutti come target proteine non strutturali di HCV :  
-inibitori della proteasi NS3-4A che si legano al sito attivo della proteasi,  
-inibitori della proteina NS5A che interagiscono con il dominio 1 di NS5A,  
-inibitori della polimerasi NS5B, sia analoghi nucleosidici che non nucleosidici. 
3.2.1 Inbitori della proteasi NS3/4A 
La classe degli inibitori NS3/4A può essere suddivisa in due sottoclassi in base al legame 
che si forma con la molecola bersaglio: covalenti reversibili e i più recenti non covalenti. 
Gli inibitori di prima generazione boceprevir e telaprevir hanno un’azione diretta legandosi 
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al sito attivo della proteina, la serina139, inibendola. La proteasi virale ha il compito di 
scindere le proteine non strutturali ed è pertanto essenziale per la replicazione virale (Lin 
2006). Boceprevir e telaprevir hanno potente azione antivirale solo sul genotipo 1 e una 
bassa barriera di resistenza per la selezione di varianti virali resistenti (Romano 2012). 
Infatti, varie sostituzioni aminoacidiche ai codoni 36, 54, 155, 156, 168 sono selezionate in 
caso di fallimento della terapia e conferiscono vari livelli di resistenza e molto spesso di 
cross-resistenza nell’ambito della classe  (Shuang 2013, Wyles 2013). Queste varianti sono 
state documentate a bassa prevalenza anche nell’ambito della variabilità naturale di HCV 
in pazienti mai trattati (Halfon 2011). I più recenti inibitori della proteasi simeprevir, 
asunaprevir, paritaprevir mostrano una più alta barriera genetica e attività antivirale contro 
diversi genotipi, anche se le stesse sostituzioni aminoacidiche ai codoni 36, 55, 155, 168 
già caratterizzate con boceprevir e telaprevir conferiscono resistenza anche a queste 
molecole (Lontok 2015). Un caso particolare è rappresentato dalla mutazione Q80K, 
presente in circa metà dei genotipi 1a di clade I in Europa (De Luca 2015) e in proporzioni 
variabili in altre aree geografiche. La mutazione Q80K, e in minor misura le varianti Q80R 
e Q80L, conferisce ridotta suscettibilità in vitro al solo simeprevir. Si tratta quindi di una 
mutazione con due peculiarità in quanto è l’unico caso di non cross-resistenza nell’ambito 
della classe e di notevole prevalenza nei pazienti non trattati. Proprio in considerazione 
della prevalenza non trascurabile e dell’impatto dimostrato nei confronti della risposta al 
trattamento con Simeprevir negli studi clinici PILLAR e QUEST (Fried 2013, Jacobson 
2014), la FDA ha stabilito la necessità dello screening per la presenza di Q80K nei pazienti 
con infezione da HCV 1a candidati alla somministrazione di simeprevir. Attualmente 
questa è l’unica raccomandazione di esecuzione di un test di farmacoresistenza prima 
dell’inizio della terapia con DAA. Gli studi clinici che hanno valutato trattamenti di 
combinazione con vari DAA hanno globalmente suggerito che le eventuali varianti 
farmacoresistenti naturali non hanno un chiaro impatto sull’efficacia della terapia. Gli 
stessi elevati tassi di successo rendono tuttavia difficile l’analisi statistica del ruolo delle 
varianti farmacoresistenti. Allorchè l’uso dei DAA inizia ad estendersi a pazienti più 
complicati (es. cirrotici), non è improbabile dovere rivedere queste conclusioni. 
3.2.2 Inibitori della proteina NS5A 
La proteina non strutturale 5A (NS5A) svolge un ruolo critico nel ciclo di replicazione 
virale, facilitando la produzione di RNA genomico e l’assemblaggio del virione, ma anche 
modulando i fattori della cellula ospite in modo da creare un ambiente favorevole alla 
26 
 
replicazione virale (Reiss 2011, Pawlotsky 2013). Non è nota l’attività enzimatica e non si 
conosce la funzione precisa di questa proteina durante la replicazione del virus tuttavia 
l’essenzialità della NS5A è testimoniata proprio dal successo dei farmaci che hanno NS5A 
come bersaglio. Negli ultimi anni sono stati generati molti composti anti-NS5A. 
Daclatasvir, il primo ad essere stato sperimentato in clinica, è altamente ottimizzato e ha 
mostrato una riduzione rapida e marcata della viremia anche in monoterapia sperimentale 
(Belema 2014). Gli altri due inibitori di NS5A in uso clinico, ledipasvir e ombitasvir sono 
tipicamente utilizzati in coformulazione con altri DAA della stessa azienda produttrice 
(Figura 11)A differenza degli inibitori di NS3, tutti con attività genotipo dipendente ad 
eccezione del grazoprevir, non ancora approvato, gli attuali inibitori di NS5A sono 
caratterizzati da un’ampia copertura dei genotipi tuttavia condividono con i farmaci anti-
NS3 una bassa barriera genetica verso la resistenza. Studi in vitro e in vivo hanno 
evidenziato vari mutanti e polimorfismi naturali associati a resistenza e, in linea con gli 
inibitori di NS3, anche a cross-resistenza nell’ambito della classe. In particolare mutazioni 
ai codoni 28, 30, 31, 93 sono in grado di diminuire la suscettibilità agli inibitori di NS5A e 
sono riscontrate a prevalenze più elevate di quanto si osservi con le mutazioni di resistenza 
agli inibitori di NS3, eccezion fatta per la mutazione Q80K (Gao 2013, Lawitz 2014). 
3.2.3 Inibitori della polimerasi NS5B: 
la proteina NS5B è la RNA polimerasi RNA-dipendente virale, responsabile della 
replicazione del genoma virale e quindi assolutamente indispensabile per la 
moltiplicazione di HCV (Ranjith-Kumar 2006). Gli inibitori della polimerasi NS5B 
vengono suddivisi in inibitori nucleosidici ed inibitori non nucleosidici.  
Gli inibitori nucleosidici mimano il substrato naturale dell’enzima interrompendo la sintesi 
della catena nucleotidica nascente (Gane 2013). Gli inibitori non nucleosidici inibiscono il 
dominio catalitico con meccanismi allosterici, provocando cambiamenti conformazionali 
incompatibili con la conservazione dell’attività polimerasica (Gentile 2014).  
Il primo inibitore nucleosidico, Sofosbuvir, è stato approvato per le sue caratteristiche di 
inibitore pan-genotipico dell’RNA polimerasi NS5B RNA-dipendente dell’HCV. In test 
biochimici, sofosbuvir ha inibito efficacemente l’attività polimerasica della NS5B 
ricombinante dei genotipi HCV 1b, 2a, 3a e 4a. Il metabolita attivo di sofosbuvir non 
interferisce con le normali attività della RNA polimerasi umana, da questo deriva l’ottima 
tollerabilità del farmaco. 
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Sofosbuvir ed altri inibitori nucleosidici di NS5B possono selezionare in vitro la mutazione 
S282T, la quale conferisce resistenza misurabile nei sistemi basati su repliconi 
(Lam 2012). L’insorgenza di questa mutazione in vivo è risultata tuttavia rarissima nei trial 
clinici eseguiti su oltre 3000 pazienti, probabilmente a causa della marcata riduzione di 
fitness in condizioni non accuratamente riproducibili in vitro. Globalmente, sofosbuvir si è 
guadagnato l’etichetta di farmaco “resistance-free”, caratteristica rarissima in tema di 
antivirali e che, assieme alla notevole tollerabilità e all’attività pan-genotipica (pur con 
qualche maggiore difficoltà nei confronti del genotipo 3), ne fa una molecola di 
grandissimo valore terapeutico. Trial più recenti hanno indentificato le sostituzioni L159F 
e V321A su pazienti con infezione da HCV di genotipo 3 che non hanno risposto alla 
terapia come SVR (Zeuzem 2014). Sono state identificate altre sostituzioni presenti al 
baseline di soggetti infettati con genotipo 1b che hanno fallito il trattamento (Donaldson 
2014). Queste sostituzioni sono identificate come fattori che riducono la suscettibilità al 
sofosbuvir, per questo motivo sono necessari ulteriori studi di approfondimento per 
chiarire il ruolo che hanno queste sostituzioni nel determinare la resistenza al sofosbuvir 
(Donaldson 2014). 
Gli inibitori non-nucleosidici di polimerasi NS5B si legano su quattro diversi siti allosterici 
e hanno in generale una bassa barriera genetica verso la resistenza, con varie mutazioni 
singole sufficienti ad ostacolare efficacemente il legame sul target. Per alcuni di essi la 
prevalenza di varianti naturali resistenti non è trascurabile, la maggior parte delle molecole 
è stata in effetti disegnata per il genotipo 1. A fronte di un grande numero di principi attivi, 
ad oggi solo dasabuvir è approvato per uso clinico ed è tipicamente utilizzato in 
combinazione con gli inibitori di proteasi (paritaprevir) e di NS5A (ombitasvir) della stessa 
azienda produttrice.  
La Figura 10 riporta schematicamente le mutazioni confermate come associate a 
diminuzione di suscettibilità ai vari DAA in uso clinico (Lontok 2015). 
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Fig.10: Mutazioni di resistenza ai nuovi DAA (Lontok 2015) 
 
3.3 Le linee guida di trattamento 
Il ritmo con il quale i DAA sono stati e sono tuttora disegnati e sperimentati, unitamente 
alla velocità degli iter di approvazione per l’uso clinico a fronte di risultati di eccezionale 
efficacia, comporta la necessità di una continua rivisitazione delle linee guida di 
trattamento, presidio indispensabile per un corretto uso di questi formidabili presidi 
terapeutici. La diversa attività di molti DAA e l’ancora incompleto distacco da IFN e RBV 
complicano ulteriormente le indicazioni d’uso delle varie combinazioni di farmaci anti-
HCV. Le linee guida della European Association for the Study of the Liver (EASL) sono 
state infatti aggiornate frequentemente negli ultimi due anni, incorporando le evidenze 
cliniche derivate dall’uso di un crescente numero di farmaci approvati nell’Unione europea 
al momento della loro pubblicazione (EASL 2015). La Figura 11 riporta schematicamente 
le combinazioni terapeutiche raccomandate sulla base del genotipo di HCV e della 
condizione clinica del paziente. Da sottolineare che in seguito ad una confortante serie di 
dati derivati da studi clinici, non c’è distinzione di trattamento anti-HCV fra i pazienti con 
la sola infezione da HCV e quelli con coinfezione HCV/HIV, fatte salve le considerazioni 
sulle possibili interazioni fra farmaci anti-HCV e antiretrovirali e l’opportunità di trattare 
comunque l’infezione da HCV nel paziente coinfetto a causa del maggiore rischio di 
progressione della malattia epatica.   
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Fig. 11: Linee guida(EASL 2015) 
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4 Materiali e Metodi 
4.1 Pazienti 
L’arruolamento dei pazienti inclusi nello studio e la successiva raccolta di campioni clinici 
sono stati realizzati presso l’Unità di Malattie Infettive Universitarie dell’Azienda 
Ospedaliera Senese.  
Tutti i pazienti hanno fornito il consenso informato per l’uso anonimizzato dei loro dati a 
fini di ricerca.  
 
4.2 Estrazione degli acidi nucleici 
Per l’estrazione del DNA e del RNA da sangue e da plasma, è stato utilizzato un estrattore 
automatico Qiagen EZ1 advanced XL e il kit EZ1 DSP Virus. Come previsto dai 
protocolli, si utilizzano 400 µl di plasma per l’estrazione del RNA e 200 µl di sangue 
intero con l’aggiunta di 200 µl del buffer di lisi ATL per la lisi cellulare e la degradazione 
delle proteine, fornito nel kit, per l’estrazione del DNA. Tutti i campioni sono stati eluiti in 
un volume finale di 60 µl di buffer di eluizione.  
 
4.3 Reazione di retrotrascrizione 
Per tutte le regioni del genoma virale da sequenziare è stata adoperata un’unica reazione di 
retrotrascrizione mediata da esameri random. Gli estratti di RNA sono stati denaturati a 
70°C per 5 minuti e messi in ghiaccio. Ai campioni (10 µl di eluato) è stata aggiunta la mix 
di reazione con i seguenti reattivi (Promega) in un volome di 30 µl: 
-6 µl di 5X ImProm-II
TM
 Reaction Buffer 
-1 µl Random primers 50 ng/μL 
-1.5 mM MgCl2 
-0.16 mM dNTPs 
-1 µl ImProm-II
TM
 Reverse Transcriptase 
-20 U/µl Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor 
-8.7 µl di acqua 
La mix così composta è stata messa in un termociclatore a 25° per 5 minuti, 37° per 30 
minuti e 70° per 15 minuti 
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4.4 Disegno dei primer per amplificazione e sequenziamento dello SNP IL28B 
(rs12979860) e LDLR (rs14158) 
Per l’analisi degli SNPs dell’interleuchina 28B e del recettore delle low density 
lipoproteins (LDLR), le sequenze su cui sono stati successivamente disegnati i primer per 
amplificazione e sequenziamento, sono state estrapolate da: 
- www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=12979860 
- www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=14158 
I primer sono stati disegnati sulla base dei seguenti requisiti: lunghezza 20-28 basi; assenza 
di regioni che rendono probabile un appaiamento intramolecolare o intermolecolare 
(Modulo PrimerSelect 5.07 del software Lasergene DNAStar); assenza di regioni di oltre 4 
basi con >80% di G/C;presenza di almeno una base A/T nelle ultime tre al 3’ 
dell’oligonucleotide; scelta di regioni conservate sul genoma umano (database degli SNPs 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), temperatura di melting simile, per le coppie 
di primer da utilizzare insieme in PCR (Modulo PrimerSelect 5.07 del software Lasergene 
DNAStar). 
4.5 Regioni NS3, NS5A, 5’UTR/C genotipo e CORE AA70/91 
Per l’analisi della sequenza delle regioni NS3, NS5A e Core l’approccio prescelto prevede 
l’amplificazione delle regioni d’interesse e il successivo sequenziamento. Sono stati 
disegnati primer con un alto tasso di conservazione sui genotipi 1 di HCV, il controllo 
degli allineamenti delle sequenze è stato effettuato tramite l’utilizzo di un database online 
“Los Alamos HCV”  (http://hcv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html). Le 
sequenze sono state allineate usando i software CLUSTAL W e BIOEDIT e le regioni più 
conservate, sono state scelte come target per primers di PCR specifici. Le sequenze 
ottenute sono state allineate con le sequenze di riferimento HCV 1A_H77 (GenBank: 
AF011753; Japanese isolate) e con HCV_1B_CON1 (NCBI GenBank: AJ238799; German 
Isolate) tramite il programma BioEdit. I file fasta ottenuti per la regione NS3/4A sono stati 
usati per individuare le sostituzioni aminoacidiche correlate con le variazioni di 
suscettibilità agli inibitori di proteasi NS3. I file fasta ottenuti per la regione NS5A sono 
stati usati per individuare le sostituzioni aminoacidiche correlate con le variazioni di 
suscettibilità agli inibitori di NS5A e per estrapolare il numero degli aminoacidi divergenti 
rispetto alla sequenza consensus ISDR (aminoacidi 2209–2248) e IRRDR (aminoacidi 
2334–2379)(Kozuka 2012, El Shamy 2014). Le sequenze della regione core sono state 
analizzate per individuare le sostituzioni aminoacidiche nella posizione 70 e 91 correlate 
con la risposta alla terapia con IFN/RBV (El Shamy 2014). Per la determinazione del 
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genotipo 1a o 1b è stato usato il REGA Subtyping tool (http://www.bioafrica.net/rega-
genotype/html/subtypinghcv.html). Le mutazioni correlate a resistenza ai DAA sono state 
individuate sulla base della lista di riferimento pubblicata da Lontok et., 2015 (Lontok 
2015). 
4.6 Condizioni della PCR 
GoTaq® Hot Start Polymerase e Flexi Buffer della Promega sono stati utilizzati per le 
reazioni di amplificazione (PCR) con le procedure stabilite dal produttore. Ogni reazione 
era provvista di un campione positivo e un controllo negativo. L’identificativo e le 
sequenze dei primers sono mostrati nelle tabelle 1 e 2. 
 
 
Tabella 1:Primers per l’amplificazione. 
1http://hcv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html 
2Caudai 2005 
 
Primers per sequenziamento 
Primer Sequenze Target Senso Gene Da A Regione Ref. 
P663 5’-GTCCAGRACYTGCAGTCTGTCAA HCV rev NS4B 7762 7811 NS5A H771 
P665 5’-ACTAYGTGCCKGAGAGCGA HCV fwd NS4B 6139 6157 NS5A H77 
P667 5’-GAYTTCCACTACGTRACGGG HCV fwd NS5A 6632 6652 NS5A H77 
P458 5’-AGGGTATCGATGACCTTACCC HCV rev C 698 718 C H771,2 
P459 5’-GAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAA HCV fwd 5’UTR 133 155 C H771,2 
P581 5’-TCTTCCTCCTGCGGGACAAG Uomo fwd IL28B 39738628 39738647 IL28B rs12979860 
P582 5’-ACAATTCCCACCACGAGACCC Uomo rev IL28B 39738922 39738942 IL28B rs12979860 
P692 5’-ATAAAACAAAGCTCTGGCAGGCAAT Uomo rev LDLR   LDLR rs14158 
P693 5’-ATAAAACAAAGCTCTGGCAGGCAAT Uomo fwd LDLR   LDLR rs14158 
P668 5’-GCAAGGAACTTGCCRTAGGTGGAGTA HCV rev NS3 4218 4243 NS3 H771,2 
P570 5’-TAACCATCTACCCCTCTTCGGGACTG HCV fwd NS2 3191 3217 NS3 H771,2 
Primers per amplificazione 
Primer Sequenze Target Senso Gene Da A Regione Rif. 
P581 5’-TCTTCCTCCTGCGGGACAAG Uomo fwd IL28B 39738628 39738647 IL28B rs12979860 
P582 5’-ACAATTCCCACCACGAGACCC Uomo rev IL28B 39738922 39738942 IL28B rs12979860 
P692 5’-TCCGCTGTTTACCATTTGTTGGCAG Uomo rev LDLR   LDLR rs14158 
P693 5’-ATAAAACAAAGCTCTGGCAGGCAAT Uomo fwd LDLR   LDLR rs14158 
P666 5’-GCWGTGCARTGGATGAACCGG HCV rev NS4B 6075 6095 NS5A H771 
P664 5’-CTCCTTGAGCACGTCCYGGTA HCV fwd NS5B 7791 7811 NS5A H77 
P665 5’-ACTAYGTGCCKGAGAGCGA HCV fwd NS4B 6139 6157 NS5A H77 
P663 5’-GTCCAGRACYTGCAGTCTGTCAA HCV rev NS4B 7762 7811 NS5A H77 
P457 5’-ATGTACCCCATGAGGTCGG HCV rev C 733 751 C H771,2 
P459 5’-GAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAA HCV fwd 5’UTR 133 155 C H771,2 
P458 5’-AGGGTATCGATGACCTTACCC HCV rev C 698 718 C H771,2 
P668 5’-GCAAGGAACTTGCCRTAGGTGGAGTA HCV rev NS3 4218 4243 NS3 H771,2 
P570 5’-TAACCATCTACCCCTCTTCGGGACTG HCV fwd NS2 3191 3217 NS3 H771,2 
P528 5’-AGRTGYCTCCCCCCCTTGAT HCV REV NS3   NS3 H771,2 
Tabella 2:. Primers per sequenziamento. 
1http://hcv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html 
2
Caudai 2005 
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4.7 Analisi delle SNPs LDLR (rs14158) e IL28B (rs12979860) 
L’amplificazione della regione contenente lo SNP IL28b avviene attraverso una PCR 
diretta che prevede l’aggiunta di 5 µl di DNA genomico estratto da campione di sangue in 
una mix con volume finale di 30 μl formata dai seguenti reagenti: 19.8 μl H2O, 6 μl 5X 
green GoTaq® Flexi buffer, 0.05 mM dNTPs (5 mM each), 2.5 mM MgCl2, 1 U/μl 
GoTaq® e 0.1 pmol/μL di ogni primer (P581-P582). Le condizioni di amplificazione per la 
PCR sono composte da uno step iniziale di denaturazione di 5 minuti a 95°C, seguito da 35 
cicli di 30 secondi a 95°C, 30 secondi a 62°C, 10 secondi a 72°C, e lo step finale di 7 
minuti a 72°C. 
L’amplificazione della regione contenente lo SNP LDLR avviene attraverso una PCR 
diretta che prevede l’aggiunta di 3 ul di DNA genomico estratto da campioni di sangue in 
una mix con volume finale di 30 μl formata da i seguenti reagenti: 16.3 μl H2O, 6 μl 5X 
green GoTaq® Flexi buffer, 0.08 mM dNTPs, 2.5 mM MgCl2, 1U/μl GoTaq®, 0.16 
pmol/μl di ogni primer (P692-P693). Il profilo termico di amplificazione comprende uno 
step di denaturazione iniziale di 5 minuti a 95°C, seguito da 25 cicli composti da 30 
secondi a 95°C, 30 secondi a 56°C, 20 secondi a 72°C e uno step finale di 7 minuti a 72°C.  
 
4.8 Amplificazione delle regioni genomiche di HCV 
L’amplificazione delle regioni del genoma virale 5’UTR e parte della regione CORE 
avviene attraverso una PCR eminested. La PCR esterna prevede l’utilizzo di 10 ul 
campione di cDNA, generato con una reazione di retrotrascrizione, aggiunto ad una mix 
composta da: 23 μl H2O, 10 μl 5X colorless GoTaq® Flexi buffer, 0.08 mM dNTPs, 2.5 
mM MgCl2, 1 U/μl GoTaq® (5 u/μl), 0.1 pmol/μl di ogni primer (P459-P457). La PCR 
interna prevede l’aggiunta di 2 μl della prima reazione ad una mix composta da: 17.8 μl 
H2O, 6 μl 5X green GoTaq® Flexi buffer, 0.08 mM dNTPs, 2.5 mM MgCl2, 1U/μl 
GoTaq®, 0.16 pmol/μl di ogni primer (P459-P458). I profili termici di amplificazione per 
la PCR esterna iniziano con uno step di denaturazione di 3 minuti a 94°C, seguito da 30 
cicli composti da 30 secondi a 53°C, 45 secondi a 72°C, 25 secondi a 94°C e uno step 
finale di 1 minuto a 53°C, 5 minuti a 72°C. Per la PCR interna i profili termici sono 
costituiti da una denaturazione di 3 minuti a 94°C seguito da 35 cicli con 30 secondi a 
95°C, 30 secondi a 62°C, 10 secondi a 72°C, con lo step finale di 7 minuti a 72°C.  
L’amplificazione per la regione NS5A avviene tramite PCR nested. La PCR esterna 
prevede l’utilizzo di 5 μl di cDNA ottenuti con una reazione di retrotrascrizione, aggiunti 
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ad una mix formata da i seguenti reagenti: 27.9 μl H2O, 10 μl 5X colorless GoTaq® Flexi 
buffer, 0.08 μl dNTPs (5 mM each), 2.5 mM MgCl2 (25 mM), 1.5 U/μl GoTaq®, 0.1 
pmol/μl di ogni primer (P664-P666). La PCR interna prevede l’uso di 2 μl della miscela di 
reazione della PCR esterna aggiunti ad una mix con volume finale di 30 ul composta da i 
seguenti reagenti: 17.8 μl H2O, 6 μl 5X green GoTaq® Flexi buffer, 0.06 mM dNTPs, 2.5 
mM MgCl2 (25 mM), 1.5 U/μl GoTaq®, 0.16 pmol/μl di ogni primer (P665-P663). I 
profili termici di amplificazione per la PCR esterna iniziano con uno step di denaturazione 
di 5 minuti a 94°C, seguito da 30 cicli composti da 30 secondi a 57°C, 2 minuti a 72°C, 30 
secondi a 95°C e uno step finale di 1 minuto a 57°C, 5 minuti a 72°C. Per la PCR interna i 
profili termici sono costituiti da una denaturazione di 5 minuti a 94°C seguito da 35 cicli 
con 30 secondi a 54°C, 45 secondi a 72°C, 10 secondi a 94°C, con lo step finale di 1 
minuto a 57°C, 5 minuti a 72°C. 
L’amplificazione della regione NS3 avviene tramite PCR eminested. La PCR esterna 
prevede l’utilizzo di 10 μl di cDNA ottenuti con una reazione di retrotrascizione, aggiunti 
ad una mix formata da i seguenti reagenti: 31.5 μl H2O, 5 μl 5X colorless GoTaq® Flexi 
buffer, 0.08 μl dNTPs (5 mM each), 2.5 mM MgCl2 (25 mM), 1.5 U/μl GoTaq®, 0.5 
pmol/μl di ogni primer (P570-P528). La PCR interna prevede l’uso di 2 μl della PCR 
esterna aggiunti ad una mix con volume finale di 30 ul composta da i seguenti reagenti: 
17.8 μl H2O, 3 μl 5X green GoTaq® Flexi buffer, 0.05 mM dNTPs, 2.5 mM MgCl2 (25 
mM), 1 U/μl GoTaq®, 0.6 pmol/μl di ogni primer (P570-P668). I profili termici di 
amplificazione per la PCR esterna iniziano con uno step di denaturazione di 4 minuti a 
95°C, seguito da 30 cicli composti da 30 secondi a 55°C, 1 minuto e 40 secondi a 68°C, 40 
secondi a 95°C e uno step finale di 2 minuti a 55°C, 4 minuti a 68°C. Per la PCR interna i 
profili termici sono costituiti da una denaturazione di 3 minuti a 94°C seguito da 35 cicli 
con 30 secondi a 54°C, 1 minuto e 45 secondi a 68°C, 40 secondi a 94°C, con lo step finale 
di 2 minuti a 54°C, 4 minuti a 68°C. 
 
4.9 Corsa Elettroforetica 
La corsa elettroforetica è stata eseguita per confermare la presenza del target e per stabilire 
la quantità di prodotto richiesta per la reazione di sequenziamento. Cinque microlitri del 
prodotto di PCR sono stati caricati nel gel di agarosio SeaKem® LE 1.5% (FMC) a 
concentrazione 1.5%. Il voltaggio è stato settato a circa 8 V/cm per 30 minuti, la presenza 
del frammento è stata controllata mediante visualizzazione agli UV, dopo che il gel è stato 
tenuto in una soluzione di bromuro d’etidio al 1.5% per 20 minuti.  
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4.10 Sequenziamento Automatico 
Tutte le reazioni di sequenziamento sono state corse sul sequenziatore 3130 XL Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems). I prodotti di PCR sono stati diluiti ad una concentrazione 
finale di circa 1-3 ng/µl, in seguito 10 µl sono stati purificati aggiungendo 2 µl di ExoSAP-
IT For PCR Product Clean-Up (Affimetrix) e incubati a 37°C per 15 minuti seguiti da uno 
step di inattivazione a 80°C di 15 minuti. Ogni reazione di sequenziamento comprende 3 µl 
di prodotto di PCR purificato, 3.2 pmol di primer da sequenziamento, 2 µl di BigDye
®
 
Terminator v1.1 Ready Reaction Mix (Life Technologies), 1 µl di 5x Sequencing Buffer e 
acqua bi-distillata per un volume totale di 10 µl. Il profilo termico adoperato per questa 
reazione consiste in uno step iniziale di denaturazione a 96°C per un minuto seguito da 25 
cicli a 96°C per 10 secondi, 50°C per 5 secondi e 60°C per 4 minuti. Le reazioni di 
sequenziamento sono state trattate con X-Terminator® Purification kit (Applied 
Biosystems) che comprende l’aggiunta della SAM solution (45 µl) e X-terminator (10 µl) 
in una piastra a 96 pozzetti come indicato dal produttore e successivamente caricate nel 
sequenziatore capillare. I cromatogrammi generati sono stati assemblati con DNAStar 5.07 
SeqMan module. 
 
4.11 Analisi statistica 
Le differenze nella prevalenza delle mutazioni di resistenza nel sottotipo 1a e 1b è stata 
valutata mediante test di Fisher o test del chi-quadro. L’analisi dei predittori della risposta 
al trattamento con IFN/RBV è stata effettuata mediante regressione logistica univariata e 
multivariata utilizzando come variabile dipendente la classificazione di successo e 
fallimento basata su assenza e presenza, rispettivamente, di HIV RNA 24 settimane dopo 
la fine della terapia. Le analisi è stata condotta con il package statistico SPSS versione 20 
(IBM Corporation). 
 
4.12 Analisi filogenetica 
L’analisi filogenetica è stata effettuata utilizzando il software MEGA6 
(http://www.megasoftware.net/), l’immagine è stata   generata con il software  FigTree 
version 1.3.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/ figtree). 
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5 Risultati 
 
5.1 Analisi dei fattori predittivi della risposta al trattamento con Interferon e 
Ribavirina 
Il ruolo di una serie di potenziali predittori della risposta alla terapia con IFN/RBV è stato 
analizzato su una casistica di 52 trattamenti, con 10 dei quali è stata conseguita 
l’eradicazione dell’infezione. I dati raccolti consistevano in fattori demografici (sesso ed 
età), tratti genetici dell’ospite (SNPs LDLR e SNP IL28b) e caratteristiche virologiche 
(carica virale, genotipo, codone 70 e 91 della regione del CORE, numero di aminoacidi 
divergenti dal riferimento 1a e 1b nelle regioni ISDR e IRRDR).  
La tabella 3 mostra le caratteristiche globali dei parametri disponibili, suddivisi nei 30 casi 
con infezione da genotipo 1b e nei 22 casi con infezione da genotipo 1a. Da segnalare 
differenze statisticamente significative, pur nella limitata numerosità del dataset, per 
quanto riguarda l’età dei pazienti, più elevata con l’infezione da HCV 1b, e la maggiore 
prevalenza del genotipo favorevole CC della SNP IL28b nei casi con HCV 1a. La 
distribuzione delle varianti aminoacidiche ai codoni 70 e 91 della regione CORE è risultata 
diversa nei due sottotipi, in particolare 70R in 21/22 casi con HCV 1a vs. una frequenza 
comparabile di 70Q e 70R in HCV 1b e 91C in tutti i ceppi 1a ma in un solo caso 1b. La 
divergenza nelle regioni ISDR e IRRDR rispetto al riferimento del sottotipo omologo non 
era invece influenzata dal sottotipo. 
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Parametro Casistica totale Casistica HCV 1a Casistica HCV 1b 
P per differenza 1a 
vs. 1b 
N 52 22 30 - 
Età, mediana (IQR) 53(47-58) 49(46-53) 56 (48-61) 0.026 
Sesso (% M) 73.8 81.8 66.7 0.343 
SNP IL28b, n. casi     
CC 20 13 7 
0.023 CT 21 7 14 
TT 11 2 9 
SNP LDLR, n. casi     
CC 33 14 19 
1.000 CT 16 7 9 
TT 3 1 2 
CORE aa 70, n. casi     
H 2 0 2 
<0.001 Q 14 1 13 
R 36 21 15 
CORE aa 91, n.casi     
C 23 22 1 
<0.001 L 10 0 10 
M 19 0 19 
Divergenza ISDR, n. 
mediano (IQR) aa 
mutanti 
1.00 (0.00-2.00) 1.00 (0.75-2.25) 1.00 (0.00-2.00) 0.248 
Divergenza IRRDR, 
n. mediano (IQR) aa 
mutanti 
7.00 (4.00-8.00) 7.00 (4.00-8.00) 7.00 (4.00-9.00) 0.483 
HCV RNA, mediana 
(IQR) log IU/ml 
6.18 (5.54-6.47) 6.23 (5.77-6.63) 5.95 (5.42-6.33) 0.065 
Risposta, n (%) SVR 10 (19.3) 3 (13.6) 7 (23.3) 0.488 
 
Tabella 3: Caratteristiche del dataset e distribuzione delle variabili in base al sottotipo di HCV. 
 
Utilizzando come variabile dipendente il successo della terapia, la regressione logistica 
univariata ha selezionato solo l’età più bassa del paziente e la maggiore divergenza della 
regione IRRDR come predittori di successo della terapia, utilizzando come soglia di 
passaggio all’analisi multivariata P < 0.1. L’analisi multivariata ha confermato il ruolo 
significativo dell’età del paziente e quello borderline della divergenza della regione 
IRRDR (Tabella 4).  
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Parametro 
Analisi univariata Analisi multivariata 
OR (95% CI) P OR (95% CI) P 
Età 0.89 (0.82-0.97) 0.007 0.88 (0.81-0.97) 0.008 
Sesso, M 2.13 (0.50-9.10) 0.306 - - 
SNP IL28b, CC 3.00 (0.73-12.39) 0.129 - - 
SNP LDLR, CC 0.83 (0.20-3.43) 0.800 - - 
Log HCV RNA 0.58 (0.18-1.89) 0.362 - - 
CORE aa 70, non-Q 1.60 (0.30-8.65) 0.585 - - 
CORE aa 91, non-M 1.44 (0.32-6.36) 0.634 - - 
Genotipo, 1a  0.52 (0.12-2.28) 0.386 - - 
Divergenza IRRDR 1.29 (0.96-1.74) 0.086 1.39 (0.97-2.00) 0.075 
Divergenza ISDR 1.05 (0.73-1.50) 0.786 - - 
 
Tabella 4: Analisi di regressione logistica per la predizione del successo della terapia. 
 
 
5.2 Variabilità naturale dei NS3 e NS5A 
 
La proteina NS3/4A svolge un ruolo fondamentale nel processo di replica virale infatti è la 
proteasi virale addetta alla  scissione delle proteine strutturali e non strutturali. L’obiettivo 
dello studio è stato quello di individuare le mutazioni di resistenza agli inibitori della 
proteasi NS3/4A in pazienti infetti con il genotipo 1. 
Sono stati analizzati 112 pazienti HCV infetti, 46 monoinfetti e 66 pazienti HCV/HIV 
coinfetti. L’età media dei pazienti analizzati è di 48 anni (44-52) e il 59,8% sono maschi. 
La carica virale media è di 6.03 log UI/ml (5.58-6.61). L’amplificazione e il 
sequenziamento dei prodotti di PCR sono stati effettuati con successo in 109 pazienti 
(97.3%). Dall’analisi delle sequenze sono risultati 67 pazienti con genotipo 1a e 42 
pazienti con genotipo 1b.  Inoltre, in 21 casi (19.3%),  sono state rilevate mutazioni di 
resistenza agli inibitori di proteasi. Non sono state riscontrate particolari associazioni tra le 
mutazioni di resistenza ai DAA e i pazienti coinfetti. La mutazione più comune è la Q80K, 
una mutazione riconosciuta tra le resistenze a Simeprevir ma non per BCV e TLV.  Questa 
mutazione è stata rilevata solo su genotipo 1a (11/67). Altre mutazioni di resistenza per 
BCV e TLV sono state riscontrate in 10 pazienti (9.2%) inclusi nello studio e riguardano 
V36L, T54S e V55A. In un solo paziente sono state trovate entrambe le mutazioni V36L e 
T54S. La tabella 5 mostra i risultati ottenuti. 
Inoltre, mediante analisi filogenetica delle sequenze è stato possibile distinguere due 
distinte clade per il genotipo 1a e un’unica clade per il genotipo 1b (Figura 12). L’analisi 
filogenetica effettuata ha permesso di individuare mutazioni di sequenza strettamente 
associate ai due genotipi, in particolare è stato osservato che la mutazione Q80K è presente 
solo nel genotipo 1a mentre le altre mutazioni (V36L, T54S e V55A) sono equamente 
presenti in entrambi i genotipi. 
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 Mutazioni Numero di casi(%) 
 Genotipo 1a Genotipo 1b  
Mutazioni  
resistenza  
IP 
BCV/TLV Simeprevir Hiv-
positivi 
(50) 
Hiv-
negativi 
(17) 
Hiv-
positivi 
(14) 
Hiv-
negativi 
(28) 
Totale 
(109) 
V36L Si No 2(4) 2(11.8) 0 2 (7.1) 6 (5.5) 
T54S Si No 1(2) 1(5.9) 0 1(3.6) 3 (2.8) 
V55A Si No 1(2) 0 1 (7.1) 0 2 (1.8) 
Q80K No Si 6(12) 5(29.4) 0 0 11(10.1) 
 
Tabella 5: Analisi della variabilità naturale della regione NS3 (Vicenti 2012) 
 
 
 
Fig. 12 Dendrogramma lineare e radiale delle 109 sequenze analizzate per valutare le 
mutazioni di resistenza sulla regione NS3 (Vicenti 2012) 
 
Per approfondire lo studio sulla variabilità naturale della regione NS3, ulteriori analisi sono 
state svolte su sequenze di 362 pazienti con genotipo 1a, provenienti da diversi paesi di 
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tutto il mondo: Italia (134), Germania (66), Francia (6), Spagna (3), Brasile (2), Stati 
Uniti(148), Egitto, Australia e Giappone (1). Mediante analisi filogenetica, le sequenze 
erano suddivise in due clade distinte. Appartenevano al clade 1 il 50.7% delle sequenze 
europee e il 75% delle sequenze non europee, ed al clade 2 rispettivamente il 49.3% e il 
25%. 
La mutazione Q80K è stata riscontrata in 111 di 215 sequenze del clade 1 (51.6%), ma 
assente nelle sequenze della clade 2 (Figura 13A) 
La mutazione R155M era più frequente nella clade 2, mentre Q80L, S122A e V158I 
maggiormente rappresentate in clade 1. Altre mutazioni di resistenza agli inibitori di NS3 
sono state riscontrate raramente e comunque distribuite ugualmente tra le due clade (Figura 
13B). 
 
 
Figura 13 A: Frequenza della mutazione Q80K (De Luca 2015). 
Figura 13 B: Altre mutazioni di resistenza agli inibitori di NS3 (De Luca 2015). 
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La fosfoproteina NS5A gioca un ruolo fondamentale nella replicazione virale e nelle 
interazioni con l’ospite. La variabilità genetica di questa regione è coinvolta nella risposta 
al trattamento con IFN ed è associata ai differenti livelli di resistenza per gli attuali 
inibitori della NS5A, daclatasvir, ombitasvir e ledipasvir. Alcuni studi hanno valutato la 
prevalenza dei polimorfismi naturali che possono conferire resistenza agli inibitori di 
questa proteina. L’obiettivo dello studio è stato quello di individuare le mutazioni di 
resistenza in pazienti infetti con il genotipo 1. 
Sono stati analizzati 61 pazienti con genotipo 1a e 61 pazienti con genotipo 1b. La tabella 
6 mostra la prevalenza delle mutazioni di resistenza agli inibitori della NS5A. Nei pazienti 
analizzati si nota un tasso mutazione del 19.6% per il genotipo 1b e del 4.9% per il 
genotipo 1a. Le due mutazioni più comuni, la 93H e la 31M, osservate nei pazienti che 
hanno fallito il trattamento con gli inibitori di NS5A, sono state riscontrate nelle sequenze 
del genotipo 1b nel 9.8% dei casi e per il genotipo 1a nel 1.6%. Le mutazioni 28T/V e 
30H, particolarmente associate al fallimento terapeutico in genotipo 1a, erano infatti 
presenti nel 4,9%  dei genotipi 1a della nostra casisitica e assenti nei genotipi 1b. Le 
sostituzioni  28M e 58S, state riscontrate nel 9.8% dei pazienti con genotipo 1b che hanno 
fallito il trattamento. 
Anche per le sequenze della regione NS5A è stata effettuata un’analisi filogenetica al fine 
di individuare specifiche mutazioni associate ai 2 genotipi. E’ stato osservato che esistono 
due distinte clade per il genotipo 1a e un’unica clade per il genotipo 1b (Figura 13),  
I polimorfismi naturali associati a resistenza per gli inibitori della NS5A sono più frequenti 
nel genotipo 1b, in linea da quanto riportato in letteratura (Tabella 7). Resta quindi in 
discussione la necessità di analizzare la variabilità della regione NS5A prima del 
trattamento con gli inibitori.  Le potenziali mutazioni  in grado di determinare la resistenza 
al trattamento con gli inibitori di NS5A sembrano essere più frequenti nel genotipo 1b. 
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Varianti Pazienti 
Coinfezione 
HCV/HIV 
Genotipo 1a Genotipo 1b 
Y93H 5/122 (4%) 1/43 (2.3%) 1/61(1.64%) 4/61 (6.6%) 
58S 5/122 (4%) 1/43 (2.3%) 0 5/61 (8.2%) 
L31M 
2/122 
(1.6%) 
0 0 2/61 (3.2%) 
28M 
1/122 
(0.8%) 
0 0 1/61 (1.6%) 
28T 
1/122 
(0.8%) 
0 1/61(1.64%) 0 
28V 
1/122 
(0.8%) 
0 1/61(1.64%) 0 
TOT 14.4% 4.6% 4.9% 19.6% 
Multiple     
30H/93H 
1/122 
(0.8%) 
1/43 (2.3%) 1/61(1.64%) 0 
31I/58S 
1/122 
(0.8%) 
0 0 1 (0.8%) 
 
Tabella 6: Mutazioni della regione NS5A riscontrate nei 122 pazienti con genotipo 1a e 1b.  
 
Varianti Resistenze 
 DCV LDV OBV 
Y93H 1a 1b 1a 1b 1a 1b 
58S  1b     
L31M 1a 1b 1a    
28M  1b     
28T 1a 1b 1a  1a  
28V 1a    1a  
30H 1a 1b 1a 1b 1a 1b 
31I 1a 1b     
 
 
Tabella7: Frequenza delle mutazioni responsabili delle resistenze ai farmaci daclatasvir, 
ledipasvir e ombitasvir. ▀ presenza della mutazione nel relativo genotipo in più del 10% dei 
pazienti che hanno fallito il trattamento. ▀ presenza della mutazione nel relativo genotipo in 
meno del 10% dei pazienti che hanno fallito il trattamento (secondo linee guida Lontok 2015). 
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Fig. 14: Dendrogramma lineare e radiale delle 
122 sequenze analizzate per valutare le 
mutazioni di resistenza sulla regione NS5A 
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Discussione 
 
L’avanzamento delle conoscenze sul ciclo di replica virale, la caratterizzazione delle 
attività enzimatiche come potenziali bersagli terapeutici e in generale i progressi nelle 
tecnologie di drug design e screening in silico hanno portato ad un successo probabilmente 
senza precedenti nel controllo di una malattia cronica ad elevata morbilità e mortalità come 
l’epatite C. In pochi anni è stato sperimentato un numero formidabile di composti con 
meccanismi di azione diversificati, portando al quadro attuale di efficacia di cura non 
lontana dal 100% in molti studi clinici. Da tale successo, insperato solo pochi anni fa, trae 
ispirazione il forte ottimismo nelle potenzialità di eradicazione globale di HCV. E’ chiaro 
che a questo obiettivo estremamente ambizioso dovranno concorrere soluzioni di 
problematiche tutt’altro che a portata di mano, in primis l’identificazione di tutti i soggetti 
con infezione cronica, una spesa sanitaria che necessita di risorse straordinarie, il 
contenimento delle nuove infezioni e reinfezioni e ovviamente la conferma nella pratica 
clinica dei tassi di efficacia documentati nei trial di maggiore successo. Questi limiti 
lasciano chiaramente intendere che il trattamento dell’infezione da HCV continuerà ad 
impegnare risorse, personale medico e attività di laboratorio per molti anni ancora. 
L’evoluzione dell’infezione da HCV è uno dei tipici scenari nei quali è l’interazione fra 
variabilità dell’ospite e variabilità del patogeno a disegnare uno specifico percorso, fin dal 
contatto iniziale a cui conseguono due destini radicalmente diversi, clearance ovvero 
persistenza, e a seguire con le varie possibilità e modalità di malattia epatica ed 
extraepatica a lungo termine. L’impatto della variabilità virale, già nella grossolana 
classificazione dei genotipi, è stato chiaro fin da subito anche nel contesto dell’intervento 
terapeutico, con i diversi tassi di successo della terapia interferonica. Solo negli anni più 
recenti anche il ruolo della variabilità dell’ospite è diventato qualcosa di altrettanto 
misurabile, con l’identificazione di alcune SNPs correlate alla risposta alla stessa terapia 
con IFN/RBV, lo standard di trattamento fino a pochissimo tempo fa. I polimorfismi di 
IL28b sono divenuti molto popolari come indicatori della probabilità di risposta (Thomas 
2009) e a seguire altri tratti genetici sono stati proposti come marcatori aggiuntivi di 
sensibilità a IFN/RBV (Mas 2009) o di tossicità indotta dallo stesso trattamento (Fellay 
2010). La possibilità di mappare la sensibilità a IFN/RBV sul genoma virale in modo più 
fine di quanto non fosse la mera designazione del genotipo ha portato poi ad identificare 
una regione all’interno di NS5A il cui livello di divergenza rispetto al prototipo del 
genoma poco responsivo correla con la probabilità di successo della terapia (Kozuka 2012) 
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ed alcuni specifici codoni della regione del CORE associati anch’essi all’efficacia del 
trattamento con interferone (Kozuka 2012). E’ da notare che nella maggioranza dei casi 
l’associazione fra queste variabili e la risposta alla terapia è stata valutata mediante analisi 
univariata o al massimo considerando l’interazione fra due o tre variabili. Il piccolo dataset 
esposto in questa tesi, sul quale abbiamo potuto valutare contestualmente il ruolo dei 
parametri virologici (ISDR, IRRDR, aminoacidi 70 e 91 del core, oltre al genotipo e alla 
carica virale) e dei determinanti genetici dell’ospite (SNPs IL28b e LDLR), oltre alle 
consuete variabili demografiche, costituisce uno dei rarissimi esempi di analisi 
multivariata, intesa alla definizione dei predittori di risposta più significativi. L’entità 
limitata del campione e anche la scarsa proporzione di successi rispetto ai fallimenti (10 
contro 42) non hanno purtroppo consentito un’analisi robusta in questo dataset che assume 
quindi il significato di un pilota di vera analisi multivariata e nel quale gli unici indicatori 
positivamente associati all’outcome sono stati una più giovane età del paziente e la 
divergenza della regione IRRDR. Non possiamo chiarire perchè in questa piccola casistica 
non si evidenzia il ruolo favorevole dello SNP CC di IL28b rs12979860, tuttavia il dato 
dell’analisi multivariata suggerisce che il ruolo predittivo della variabilità della regione 
NS5A possa essere stato trascurato nel corso della definizione dei parametri di utilità 
clinica, probabilmente soprattutto per la maggiore difficoltà di analisi rispetto alle SNPs 
del genoma umano. 
Con l’avvento della terapia basata su DAA la definizione dei predittori di successo 
terapeutico, sia di tipo virologico sia relativi alla genetica dell’ospite, ha subito un brusco 
arresto a causa dei tassi crescenti di successo della terapia basata sulle migliori 
combinazioni delle nuove molecole via via rese disponibili. Ad esempio, il ruolo delle 
SNPs in IL28b, ben consolidato nell’ambito del trattamento con IFN e RBV,  è apparso 
scarso già con le terapie che aggiungevano ad IFN e RBV gli inibitori di NS3 di prima 
generazione (boceprevir e telaprevir), oggi usciti di scena. Con l’affermarsi delle 
combinazioni di DAA senza IFN questo ruolo sembra essere definitivamente tramontato. 
L’importanza della risposta immune, soprattutto di tipo innato, nell’interazione fra HCV ed 
ospite rimane tuttavia visibile allorchè si indagano certi parametri, come evidenziato 
dall’associazione fra il polimorfismo rs368234815 (IFNL4-TT/ΔG) e la minore efficacia 
della terapia con Sofosbuvir e RBV nei pazienti con infezione da genotipo 1, almeno come 
cinetica di decadimento di HCV RNA (Meissner 2014). Ciò suggerisce che lo spazio di 
utilità della determinazione di alcuni tratti genetici dell’ospite sia ancora aperto, almeno 
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come ipotesi di studio, soprattutto qualora i tassi di successo della terapia nella pratica 
clinica si rivelassero meno entusiasmanti di quanto dimostrato negli studi clinici. 
Considerazioni analoghe valgono anche nel terreno della farmacoresistenza, altrettanto 
complesso e forse prematuramente relegato a tema di importanza trascurabile. HCV è 
dotato di un’ampia diversificazione in raggruppamenti filogeneticamente distinti e di un 
formidabile polimorfismo anche all’interno di uno stesso sottotipo. Da ciò conseguono due 
possibili scenari di ridotta sensibilità ad ogni specifico farmaco. Primo, possono esistere 
varianti naturali con ridotta suscettibilità ai vari DAA pur non essendovi mai state esposte. 
Secondo, il fallimento della terapia con DAA si accompagna frequentemente 
all’acquisizione di varianti resistenti selezionate dal trattamento. La prevalenza della 
resistenza naturale è molto variabile, dallo zero virtuale per la più importante mutazione di 
resistenza a sofosbuvir (S282T) fino ad alcuni casi dove la variante resistente può 
addirittura rappresentare il consensus in alcuni genotipi ad es. con specifici inibitori non-
nucleosidici di NS5B (Di Maio 2014). Allo stesso modo, l’acquisizione di resistenza a 
sofosbuvir è un fenomeno estremamente raro mentre il fallimento con tutte le altre classi di 
farmaci si accompagna quasi invariabilmente alla presenza di varianti farmacoresistenti. 
Poiché in generale la resistenza ai DAA è una resistenza di classe, le linee guida 
raccomandano di non trattare eventuali pazienti cha abbiano fallito una prima terapia 
basata su DAA con DAA della stessa classe, fatta eccezione per sofosbuvir, proprio in 
considerazione della estrema rarità di resistenza nei confronti di questo composto. Questo 
tipo di raccomandazione rende ragione della non necessità di eseguire l’analisi di sequenza 
della popolazione virale in un paziente che fallisce la terapia con DAA. Piuttosto che 
indagare sulle opzioni di terapia di secondo livello in base al dato di sequenza si è preferito 
sancire in modo universale che questa indagine non apporta benefici o comunque non ha 
un rapporto costo/beneficio vantaggioso poiché una terapia di soccorso basata su altra 
classe dovrebbe comunque essere disponibile. Se da un lato l’impostazione appare 
giustificata dagli elevatissimi tassi di successo conseguiti nei trial clinici con le 
combinazioni di DAA di ultima generazione, dall’altro la mancata indagine 
sull’evoluzione del virus in corso di trattamento e di fallimento pone uno scenario 
scientificamente poco giustificabile e in realtà neanche così privo di risvolti pratici. I dati 
sui trattamenti di seconda linea con DAA dopo fallimento con altri DAA sono infatti 
pochissimi e per ora limitati soprattutto al ritrattamento dei pazienti che hanno fallito la 
terapia con boceprevir o telaprevir, farmaci non più in uso. In questo senso l’enorme 
bagaglio culturale creato con lo studio puntuale delle farmacoresistenze in HIV, virus 
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certamente diverso da HCV ma altrettanto caratterizzato da polimorfismo spiccato, 
persistenza e trattabilità con antivirali eccellenti, pare essere del tutto ignorato in ambito 
HCV. Nell’elaborazione delle linee guida della terapia anti-HCV la valutazione della 
resistenza acquisita è stata sacrificata in nome di una scelta di semplificazione e con il 
supporto fondamentale dell’evidenza dell’efficacia clinica. Si ipotizzi tuttavia un tasso di 
insuccesso anche del solo 5% nella pratica clinica e un pool di pazienti da trattare in Italia 
attorno a 500.000 (una volta risolti tutti i problemi di screening e disponibilità economica): 
questo scenario genererebbe 25.000 casi sicuramente “difficili”, per la cura dei quali 
sarebbe utile studiare che tipo di virus ha superato il trattamento e si è evoluto sotto la sua 
pressione. Nell’attesa che i dati della realtà clinica confermino o meno i risultati eclatanti 
che hanno portato alla registrazione rapida degli attuali DAA, le modificazioni del make-
up genetico virale restano dunque oggetto di studio accademico o al massimo di curiosità 
clinica nei reparti culturalmente più strutturati per portare avanti un servizio corredato di 
ricerca clinica. Solo l’ampliamento del numero di trattamenti potrà indicare se queste 
informazioni saranno utili, fermo restando che il costo di un’analisi genotipica di questo 
tipo resta del tutto trascurabile di fronte alla spesa farmaceutica dei DAA. 
Il ruolo dell’analisi genotipica di HCV resta più aperto nel contesto della resistenza 
naturale. I trial registrativi dei primi DAA storici, boceprevir e telaprevir, avevano 
mostrato la possibilità concreta di sopprimere ed eradicare anche varianti cumulativamente 
definite resistenti o a suscettibilità ridotta grazie al supporto  della barriera genetica di 
IFN/RBV (Larrat 2015). Tuttavia le analisi più dettagliate avevano individuato il ruolo di 
alcuni mutanti specifici, quando scorporati da un insieme nel quale erano state incluse 
varianti di minore importanza, nel diminuire la probabilità di risposta alla terapia (Nguyen 
2015). Usciti di scena i primi due e più vulnerabili inibitori di proteasi NS3, la 
dimostrazione del ruolo del mutante Q80K in NS3 nella risposta alla terapia con 
simeprevir ha invece obbligato a creare in linee guida un’eccezione alla regola della non 
necessità del test genotipico. La mutazione Q80K è infatti presente ad elevata frequenza 
nei ceppi 1a di clade I, seppur con variazioni geografiche importanti, e non poteva pertanto 
essere trascurata (De Luca 2015). Mentre il consenso sulla non opportunità di analisi 
genotipica pretrattamento per la terapia con sofosbuvir è unanime rispetto alla mutazione 
principale S282T, praticamente inesistente, la recente identificazione di varianti a ridotta 
suscettibilità a sofosbuvir come L159F in NS5B e la prevalenza considerevole di resistenza 
naturale nei confronti dei vari inibitori di NS5A (Svarovskaia EASL 2015) pone per lo 
meno la necessità di indagarne l’impatto clinico, soprattutto allorchè il trattamento con 
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DAA va ad estendersi progressivamente anche ai genotipi diversi dal genotipo 1 che per 
primo ha dato impulso allo sviluppo delle nuove terapie anti-HCV. 
In conclusione, il recente sviluppo della terapia anti-HCV ha totalmente sovvertito lo 
scenario precedente. La risposta al vecchio standard di cura basato su IFN e RBV aveva 
alimentato molti studi sul ruolo delle diverse varianti virali e della variabilità della genetica 
dell’ospite nel condizionare l’esito di una terapia difficile per criteri di inclusione, parziale 
efficacia ed elevata tossicità. Il successo delle nuove combinazioni di DAA ha portato di 
fatto all’annullamento degli effetti della genetica dell’ospite e a un ruolo residuo minimale 
della variabilità virale, se non a semplice livello di genotipo nell’ambito della scelta dei 
farmaci non pan-genotipici. Via via che la sperimentazione di nuovi schemi terapeutici 
esplora strategie diversificate, ad es. la diminuzione della durata del trattamento, è tuttavia 
possibile che torni di scena una maggiore individualizzazione della terapia basata sulla 
caratterizzazione contestuale di virus e paziente. In questo senso, l’analisi genetica e 
virologica che continua comunque a muoversi a latere della routine della campagna di 
eradicazione sarà pronta a fornire dati utili verso una forma più integrata ed efficiente delle 
possibilità di cura. 
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